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ФУНКЦИЯ   КАЛИЕВЫХ   КАНАЛОВ   ПРИ   ИММОБИЛИЗАЦИОННОМ
СТРЕССЕ
СОЛОДКОВ А.П.*, ЛАЗУКО С.С.**
Витебский государственный медицинский университет,
кафедра нормальной физиологии*,
Центральная научно-исследовательская лаборатория**
Резюме. Целью настоящей работы было выяснить стресс-индуцированные изменения функции различных типов
калиевых каналов, проявляющиеся в модуляции сократительной активности гладкой мышцы аорты, вызванной
простагландином F2α.
Опыты были проведены на 18 препаратах изолированного кольца аорты крыс линии Вистар. Стресс вызывали
фиксацией крыс на спине в течение 6 часов. Для выяснения роли внутренне очищающих калиевых каналов К(ir) в модуляции
тонуса гладкой мышцы в раствор Кребса-Хензелайата добавляли простагландин F2α (4*10-6 М) и ионы бария (10-4 М).
Блокаду кальцийактивируемых калиевых каналов KCa создавали введением в перфузионный раствор тетраэтиламмония в
концентрации (10 мМ). Все эксперименты проводили до и после блокады синтеза NO L-NAME (10-4 мкМ) и циклооксигеназы
индометацином (10-5 М).
Под влиянием иммобилизации в условиях блокады синтеза NO, К(ir) каналов, а также К(ir), КСа каналов наблюдался
значительно меньший прирост напряжения, вызываемый ПГF2α. В аорте крыс, перенесших стресс, после блокады синтеза
NO, он составил всего лишь 29% (в контроле  230%), К(ir)  44% (в контроле 83%) и сочетанного влияние бария и
тетраэтиламмония - 84% (в контроле  300%). На фоне блокады синтеза NO барий и тетраэтиламмоний оказывали более
выраженный эффект, однако величина приростов напряжения была на 51% и 40%, соответственно, меньшей, чем в контроле
после добавления L-NAME. Следовательно, под влиянием стресса снижается функциональная роль калиевых каналов, в
отношении регуляции сократительной активности гладкой мышцы аорты, а блокада синтеза NO ограничивает, но не
устраняет характерное для стресса падение тонуса сосудистой гладкой мышцы. Сочетание блокады синтеза NO и различных
семейств калиевых каналов практически полностью устраняет постстрессорное снижение напряжения гладкой мышцы,
но в значительно меньшей степени, чем в контроле повышает сократительную активность ПГF2α.
Таким образом, система калиевых каналов является мишенью действия длительного и интенсивного стрессорного
воздействия, такого, как иммобилизация.
Ключевые слова: калиевые каналы, монооксид азота, гладкомышечная клетка, стресс.
Abstract.  The aim of this work is to detect stress-induced changes of function of different types potassium channels,
manifested in modulation of contractile activity of aorta smooth muscle evoked by F2α prostaglandin.
The experiments have been performed on 18 preparations of rat isolated aorta rings. The stress has been evoked by rat
fixation in the back position during 6 hours. For detection of the role of inwardly rectifying potassium channels K (ir) in tone
modulation of smooth muscle F2α prostaglandin (4*106 M) and Ba2+ (104 M) have been added to Krebs buffer. The blockade of
Ca  activated KCa potassium channels has been evoked by addition of tetraethylammonium (10 mM) in concentration to the
perfused solution.
All experiments have been conducted before and after blockade of L-NAME NO synthesis (104mkM) and cyclooxygenase
by indomethacine (105M).
Under the influence of immobilization in conditions of NO synthesis blockade, K(ir) channels and K (ir), Kv, KCa channels
significantly smaller increase of tension, evoked by PG F2α has been observed. In rat aorta after stress influence, NO synthesis
blockade, NO became 29% (in control  230%), K(ir)  44% (in control  83%), as for the combined influence of Ba and
tetraethylammonium  84% (in control  300%). On the base of blockade of NO synthesis Ba and tetraethylammonium have
produced more expressed effect, but the value of tension was by 51% and 40% smaller, than in control after L-NAME addition,
respectively.
Therefore, under stress influence the functional role of potassium channels in the relationship of contractile activity regulation
of aorta smooth muscle dicreases, blockade of NO synthesis limits but not eliminates specific for stress tone falling of vascular
smooth muscle. The combination of blockade of NO synthesis and different families of potassium channels practically eliminates
the poststressor reduction of smooth muscle tension but to significantly smaller degree than in control it elevates PG F2α contractile
activity.
Hence, the system of potassium channels is the target of action of prolonged and intensive stressor influence such as
immobilization.
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В 1980 г. было показано, что эндотелий
вносит существенный вклад в снижение сосу-
дистого тонуса [10, 13]. В 1984 г. Болтон и др.
[6] впервые продемонстрировали, что стимуля-
ция эндотелия сосудов вызывает гиперполяри-
зацию и расслабление гладкой мышцы мезенте-
риальной артерии морской свинки. В то же вре-
мя, эндотелиальный NO способен гиперполяри-
зовать гладкую мышцу лишь в некоторых сосу-
дах. Позже стало очевидным, что подобную ги-
перполяризацию вызывает и простациклин [14].
Однако то обстоятельство, что в услови-
ях блокады синтеза NO и простагландинов сти-
муляция эндотелия многих сосудов все же спо-
собна вызвать гиперполяризацию сосудистых
гладких мышц, послужило основанием назвать
это соединение неизвестной природы эндоте-
лиальным фактором гиперполяризации
(EDHF). В соответствии с этим NO, эйкозанои-
ды и эндотелиальный фактор гиперполяриза-
ции (EDHF) были идентифицированы как глав-
ные релаксирующие факторы эндотелиально-
го происхождения.
Высвобождающиеся из эндотелиоцитов
ионы К+, продукты Р-450 монооксигеназного
пути (ЕЕТ), пероксид водорода и др. субстан-
ции способны вызывать гиперполяризацию
подлежащих гладкомышечных клеток, активи-
руя Kir-каналы, Na+/K+ АТФ-азу и/или ВKCa
(кальцийактивируемые калиевые каналы боль-
шой проводимости), обнаруженные в их мемб-
ране [7, 8, 15, 17]. Образующийся под влияни-
ем NO ц-ГМФ в некоторых сосудах также спо-
собен их активировать [9, 16]. Активация ка-
лиевых каналов гладкомышечной клетки сопро-
вождается закрытием потенциалзависимых
кальциевых каналов, уменьшением входящего
внутрь клетки кальция и снижением сократи-
тельной активности гладкой мышцы [9]. Таким
образом, стало очевидным, что калиевые кана-
лы гладкомышечных клеток имеют важное зна-
чение в регуляции силы сокращения гладкой
мышцы, вызываемого различными вазоконст-
рикторами.
Методически эндотелийзависимое рас-
слабление изолированных сосудов изучается на
препаратах с предварительно повышенным на-
пряжением при помощи одного из спазмогенов
(норадреналин, фенилэфрин, простагландин
F2α). При этом агонист вызывает деполяриза-
цию и/или открытие кальциевых каналов сар-
коплазматического ретикулума гладких мышц
сосуда, которые сопровождаются увеличением
внутриклеточной концентрации ионов кальция.
В свою очередь, это стимулирует выход калия
из гладкого миоцита через кальцийзависимые
калиевые каналы, что создает увеличение кон-
центрации этих ионов на внеклеточной повер-
хности его мембраны («калиевое облако») [8].
Повышение внеклеточной концентрации ионов
калия активирует Na/K-насос и Кir каналы, что
в конечном итоге может приводить к гиперпо-
лялризации и ослаблению эффекта вазоконст-
риктора. Следовательно, ингибируя в этих ус-
ловиях различные калиевые каналы, можно оп-
ределить их вклад в регуляцию тонуса сосудов.
Известно, что избыточная продукция NO
может приводить к угнетению сердечной дея-
тельности, вазоконстрикторных реакций на
адренореактивные стимулы и глубокому, неред-
ко необратимому падению артериального дав-
ления не только при септическом [4], анафи-
лактическом [12], кардиогенном [2], геморра-
гическом [11], тепловом [3] и других видах
шока, но и при стрессе [5]. Не исследованным
остается вопрос о влиянии длительного стрес-
сорного воздействия на вклад Kir (внутренне
очищающих), кальцийактивируемых калиевых
каналов в условиях постстрессорных измене-
ний эндотелийзависимого расслабления и со-
кратительной активности гладкой мышцы.
Целью настоящей работы было выяснить
стресс-индуцированные изменения функции
различных типов калиевых каналов, проявля-
ющиеся в модуляции сократительной активно-
сти гладкой мышцы аорты, вызванной простаг-
ландином F2α.
Методы
Опыты были проведены на 18 препаратах
изолированного кольца аорты крыс линии Ви-
стар. Животных разделили на две группы: кон-
трольные (n=8) и перенесшие стресс (n=10).
Стресс вызывали фиксацией крыс на спине в
течение 6 часов. После чего их освобождали и
на 90 минут помещали в клетку.
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Каждому животному внутрибрюшинно
вводили гепарин (500 ед/кг) и затем под урета-
новым наркозом (1 г/100 г веса тела) вскрыва-
ли грудную клетку, удаляли сердце, легкие, от-
препаровывали грудную аорту, иссекали ее
фрагмент длиной 15-20 мм и помещали его в
охлажденный до 4°С раствор Кребса-Хензелай-
та. В охлажденном растворе фрагмент аорты
тщательно очищали от жировой и соединитель-
ной ткани и лезвием вырезали кольцевой сег-
мент шириной 3 мм. Один конец кольцевого
сегмента аорты жестко фиксировали, а другой
прикрепляли к рычажку датчика силы, в каче-
стве которого использовали механотрон
6МХ1С. Препарат функционировал в изомет-
рическом режиме [1]. Приготовленный таким
образом кольцевой сегмент аорты помещали в
термостатируемую ванночку объемом 27 мл, за-
полненную раствором Кребса-Хензелайта рН-
7,4 при температуре 37°С. Раствор насыщали
карбогеном (95% О2 и 5% СО2). Регистрацию
напряжения препарата осуществляли при по-
мощи потенциометра КСП-4. Исходное напря-
жение кольца аорты равнялось приблизитель-
но 2 г. В течение периода стабилизации (60-80
мин.) раствор Кребса-Хензелайта, омывающий
препарат аорты, обновляли каждые 15 минут.
Для выяснения роли внутренне очищаю-
щих калиевых каналов К(ir) в модуляции тону-
са гладкой мышцы в перфузионный раствор до-
бавляли простагландин F2α (4*10-6М) и затем
ионы бария (10-4 М). Блокаду кальцийактиви-
руемых KCa калиевых каналов создавали введе-
нием таким же образом в перфузионный ра-
створ высокой концентрации тетраэтиламмо-
ния (10 мМ) [16]. Все эксперименты проводи-
ли до и после блокады синтеза NO L-NAME
(10-4 мкМ) и циклооксигеназы индометацином
(10-5М).
Прирост напряжения (развиваемое напря-
жение) рассчитывали как разницу между мак-
симальным и исходным напряжением, выра-
женным в мг.
Цифровой материал обработали методом
вариационной статистики с использованием
критерия Стьюдента.
Все химреактивы были получены из
Sigma и Aldrich (USA).
Результаты и обсуждение
Влияние ионов бария и тетраэтиламмо-
ния на вызываемый простагландином F2α
прирост напряжения контрольных колец
аорты до и после блокады синтеза NO и про-
стагландинов.
В контрольной группе до и после блока-
ды синтеза NO исходное напряжение кольца
аорты не различалось и составляло 2064+78 мг
и 1971+24 мг, соответственно.
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Рис. 1. Прирост напряжения изолированного кольца аорты крысы, вызываемый простагландином F2α
на фоне блокады синтеза NO, введения ионов бария (10-4М) и их сочетание с тетраэтиламмонием
(10-2 М); * - р<0,05 по сравнению со значением прироста напряжения аорты,
полученного после введения только простагландина F2α.
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Добавление ПГF2α (4*10-6 М) в условиях
интактной системы синтеза NO приводило к
увеличению напряжения кольца аорты на
851+77 мг, а на фоне L-NAME и индометацина
его пророст был в 2,3 раза больше и составил
1951+61 мг (р<0,01) (рис. 1).
В условиях нормального синтеза NO пос-
ле добавления в перфузионный раствор блока-
тора внутренне очищающих калиевых каналов
(10-4 М ионов бария) прирост напряжения аор-
ты, вызываемый ПГF2α,  увеличился на 708 мг
по сравнению с действием только простаглан-
дина F2α и составил 1559+77 мг. В условиях
блокады синтеза NO под влиянием ионов ба-
рия прирост напряжения аорты, вызываемый
ПГF2α, увеличился на 829 мг (р>0,05) и рав-
нялся 2780+385 мг (р<0,05).
Совместное добавление ионов бария и
тетраэтиламмония (неспецифическая блокада
большинства калиевых каналов) приводило к
тому, что под влиянием ПГF2α прирост напря-
жения аорты как в условиях интактного синте-
за NO, так и блокады его синтеза оказался са-
мым существенным и составлял в контроле
2518+351мг и при добавлении L-NAME и ин-
дометацина - 3286+268 мг (p<0,05).
Следовательно, блокада синтеза NO уве-
личила констрикторный эффекта ПГF2α в 2,3
раза, блокада Кir калиевых каналов  на 83%,
Кir и кальцийактивируемых калиевых каналов
(так же, как и ингибирование синтеза NO) уве-
личила прирост напряжения, вызываемый
ПГF2α, в 2раза. Таким образом, вклад различ-
ных калиевых каналов в регуляцию сократи-
тельной активности сосудистой гладкой мыш-
цы не менее важен, чем NO, высвобождаеого
сосудистым эндотелием.
Сочетанная блокада синтеза NO и Kir ка-
лиевых каналов, а также NO и большинства ка-
лиевых каналов привела к увеличению приро-
ста напряжения контрольного сегмента аорты
в 3,3 и в 3,9 раза, по сравнению с действием
только ПГF2α в условиях интактной системы
синтеза NO.
Следовательно, блокада синтеза NO уси-
ливает блокирующий эффект ионов Ва+2 и тет-
раэтиламмония в отношении калиевых каналов
и снижает их противодействие констрикторно-
му эффекту ПГF2α.
Влияние иммобилизационного стресса
на величину вызываемого простагландином
F2α прироста напряжения кольца аорты, на-
блюдаемого при добавлении ионов бария,
тетраэтиламмония до и после блокады син-
теза NO и простагландинов.
Под влиянием иммобилизации в услови-
ях блокады синтеза NO и простагландинов, К(ir)
*
Рис. 2. Влияние 6-часового иммобилизационного стресса на прирост напряжения изолированного
кольца аорты крысы, вызываемый простагландином F2α на фоне блокады синтеза NO, введения ионов
бария (10-4М) и их сочетания с тетраэтиламмонием (10-2 М); * - р<0,05 по сравнению со значением
прироста напряжения аорты, полученного после введения только простагландина F2α.
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каналов, а также КСа каналов наблюдался зна-
чительно меньший прирост напряжения, вызы-
ваемый ПГF2α (рис. 2, 3). В аорте крыс, пере-
несших стресс, после блокады синтеза NO, он
составил всего лишь 29% (в контроле  230%),
К(ir)  44% (в контроле 83%) и сочетанного вли-
яние ионов бария и тетраэтиламмония - 84% (в
контроле  300%). На фоне блокады синтеза NO
барий и тетраэтиламмоний оказывали более
выраженный эффект, однако величина прирос-
тов напряжения была на 51% и 40%, соответ-
ственно, меньшей, чем в контроле после добав-
ления L-NAME и индометацина.
Следовательно, под влиянием стресса
снижается функциональная роль калиевых ка-
налов, в отношении регуляции сократительной
активности гладкой мышцы аорты, а блокада
синтеза NO ограничивает, но не устраняет ха-
рактерное для стресса падение тонуса сосудис-
той гладкой мышцы. Сочетание блокады син-
теза NO и различных семейств калиевых кана-
лов практически полностью устраняет пост-
стрессорное снижение напряжения гладкой
мышцы, но в значительно в меньшей степени,
чем в контроле, повышает сократительную ак-
тивность ПГF2α.
Таким образом, становится очевидным,
что NO, а также К(ir), КСа каналы гладкомышеч-
ной клетки представляют собой систему про-
тиводействия сокращению, вызываемому вазо-
констрикторами. Кроме того, система калиевых
каналов является мишенью действия длитель-
ного и интенсивного стрессорного воздействия,
такого, как иммобилизация.
Обращает на себя внимание тот факт, что
в отличие от контроля, после иммобилизаци-
онного стресса, блокирующий эффект L-NAME
и индометацина оказывается менее сильным,
чем действие ионов бария. Это дает основание
полагать, что в регуляции сократительной ак-
тивности гладкой мышцы после стресса не ме-
нее важную роль, чем монооксид азота играют
внутренне очищающие, а также другие виды
калиевых каналов (возможно, КСа)
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Рис. 3. Сравнение влияния 6-часового иммобилизационного стресса на прирост напряжения
изолированного кольца аорты крысы, вызываемый простагландином F2α
после введения ионов бария (10-4М) и их сочетания с тетраэтиламмонием (10-2 М)
до и после блокады синтеза NO, простагландинов, * - р<0,05 по сравнению с данным значением
прироста напряжения аорты  в контроле, полученным после введения только простагландина F2α.
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Применяемая нами доза (10мМ) тетраэ-
тиламмония неселективно блокирует КСа кана-
лы [16], тем самым выявляя их функциональ-
ное значение. Известно, что монооксид азота
имеет важное значение в регуляции функцио-
нальной активности КСа каналов. В связи с этим
можно предположить, что характерное для
стресса увеличение в эндотелии, а, возможно,
и в гладкомышечных клетках продукции NO
вносит существенный вклад в модуляцию фун-
кциональной активности калиевых каналов.
Кроме того, в последнее время стало известно,
что при стрессе снижается количество восста-
новленного глютатиона. Это также способно
оказывать влияние на функцию калиевых ка-
налов. В связи с этим можно заключить, что 6-
часовая иммобилизация сопровождается как по-
вышением напряжения систем подавления кон-
стрикторного потенциала гладкой мышцы, так,
по-видимому, снижением сократительной актив-
ности гладкой мышцы, что, очевидно, имеет важ-
ное значение в предупреждении развития стресс-
индуцированного повышения тонуса, а, возмож-
но, и спазма артериальных сосудов. На основа-
нии вышесказанного можно предположить, что
только сочетанное нарушение продукции эндо-
телиального NO и функции системы калиевых
каналов гладкомышечных клеток может быть
причиной критического сужения просвета арте-
риальных сосудов, способного привести к нару-
шению кровоснабжения органа.
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